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In the following paper we wish to report the conversion
of 16f-methyl-5¢-dehydrocortisone (I} to 16f8-methyl-
prednisone (1II) by a strain of Corynebacterium simplex
{ATCC 6946} which was previously unknown to posses
this ability.
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With this strain the introduction of the two double
bonds into the saturated A ring of the steroid molecule
proceeded fairly rapidly. In some cases the 4, compound
was found as a side product and there were some indi-
cations that it might be considered as an intermediate step
to the A4 dehydrogenation, since it always appeared
during the earlier hours of the transformation. If the
saturated steroid was added as 21-acetate (II), the acetate
group was hydrolyzed and the conversion product was
isolated as the free alcohol.

The fermentation was carried out as follows: One slant
culture of Corynebacterium simplex was used to inoculate
a 500 ml Erlenmeyer flask containing 100 ml of mediam of
the following composition: peptone 0.69%,, casein 0.49%,,
yeast autolysate 0.3%,, meat extract 0.15%,, glucose 0.19%,.
After being incubated on a rotary shaker at 200 rpm and
at a temperature of 28°C for 18 h, the content of one
flask was used to inoculate a 10 1 glass jar containing 41 of
medium of the following composition: Basamin® 1.19,
KH,PO, 0.4%, Na,HPQ, - 2H,0 0.89%,. This mixture was
incubated at 28°C for 14 h under constant agitation at
500 rpm and aeration at the rate of 1 v/v per minute.
Following this growth period, 1.5 g of 168-methyl-5a-
dehydrocortisone were added in a sclution of 30 ml of
methanol. Agitation and aeration were continued at the
same rate. After a conversion period of 20 h, the whole
broth was extracted exhaustively with chloroform and the

Fermenthistochemische Untersuchungen
am Ubergangsepithel verschiedener Sidugetiere!

Das Ubergangsepithel (UE) der ableitenden Harnwege
— durch seine Fihigkeit zur heterotopen Ossifikation
erneut im Blickfeld des Interesses — bésitzt eine hohe Be-
deutung fiir den Schutz der umgebenden Gewebe gegen-
iiber den Einwirkungen des Harns, Dieser Schutzfunktion
dienen der reiche Glykogengehalt?-#, die Sekretion von
Harnmukoiden3-511-15 ynd eine bedeutende Ferment-
ausstattung, itber die hier berichtet werden soll.

Die hohe Aktivitait der unspezifischen alkalischen
Phosphatase ist am langsten bekannt'¢. Das Vorkommen
der unspezifischen Esterase konnte nur bei manchen
Species nachgewiesen werden'” und wurde auch unter
experimentellen Bedingungen bestimmt 8,

Wir untersuchten an nativen, kryostatgeschnittenen
Harnblasen (10 bis 14 y) von Ratte, Meerschweinchen,
Kaninchen und Affe (Macaca irus) partiell die Aktivitit
von 9 Enzymen im UE (Tabelle). Die Natur des positiven
oder negativen Reaktionsausfalles wurde durch histo-

Brdves communications — Kurze Mitteilungen

ExperIENTIA XVIII/10

extract concentrated under reduced pressure to a small
volume. This sclution, after having been treated with a
small quantity of animal charcoal, was poured into petrol
ether in order to precipitate the steroid compounds. This
crude material was analyzed by means of thin layer
chromatography using Silicagel G as adsorbent. The
development was carried out ascendingly with ethyl-
acetate as solvent. The steroidal compounds were visual-
ized by spraying the plate with concentrated sulfuric acid
and heating for 20 min to 100°C. Synthetic 16f8-methyl-
prednisone was spotted as standard on the same plate.
Transformation product and standard had the same Rf
value. In addition traces of the 4, compound could be
detected. Two methods were used for purification of the
crude product: double crystallization from ethanol-water
and ethyl acetate; acetylation of the A alcohol with
acetic anhydride in pyridine and subsequent crystalli-
zation of Av*-21-acetate from ethylacetate. The purity of
the crystalline transformation product was established by
ultraviolet absorption and optical rotation i.e. 16f-methyl-
prednisone Agax 238 mp Ef:{‘;, = 416 (methanol), [o]p
+ 198.4° (Dioxane), m.p. 200~205°; 16g-methylprednisone-
21-acetate Apax 238 mp E,[% = 350 (methanol), [«lp
+ 207.9° (Dioxane), m.p. 226~229° In both cases the
infrared spectra are identical with those of authentic
samples. The yields of this transformation were in the
order of 469%,.

Zusammenfassung. Uber die mikrobiologische Umwand-
lung des 168-Methyl-5a-Dehydrocortisons in 168-Methyl-
prednison durch einen Stamm von Corynebacteriuwm simplex
wird berichtet. Mit Hilfe dieser Bakterienkulturen ist es
moglich, in relativ kurzer Zeit die beiden Doppelbindun-
gen in den Stellungen 1 und 4 im A-Ring des 16§-Methyl-
prednisons einzufiihren.

D. KruepreL and C. CORONELLI

Research Labovatovies of Lepetit S.p.A.,
May 23, 1962.
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Enzymnachweis und Inkubationsverfahren

Kanin- Macaca Ratte

chen

Cavia

Succinodehydrogenase (+) (+) (-+) (+)
nach GoeBgeL und PUCHTLER

{1855); pH 7,6; Inkubation 2 h;

Tetrazoliumpurpur

Unspezifische Esterase + + +
Azomethode nach Gomor: (1952)

pH 8,1; Inkubation 20 min;

Echtblan RR

Cholinesterase — +7? 47
Azomethode nach Ravin et al

(1953); pH 7,8; Inkubation

20 min; Echtblau RR

Unspez. alkal. Phosphomono- + + + -+
esterase

Metallsalzmethode nach Gomori
(1949); pH 9,2; Inkubation 30 min

Unspez. saure Phosphomono- + {+) (+)
esterase

Metallsalzmethode nach Gomort

(1950, 1952); pH 5,3;

Inkubation 1 h

5’-Nucleotidase —_ e
nach Naipoo und Prart

{1951-1954)

pH 6,6; Inkubation 1545 min

Glukose-6-phosphatase

nach Cuiguoing (1953); —m e
Abpufferung mit Acetat nach

Herman und Papyrura (1956);

pH 6,5; Inkubation 10-15 min

Amylophosphorylase + -+ +
nach TAKEUcHI et al. (1955, 1956)

pH 5,7-5,8; Inkubation 1-4 h;

Jodreaktion

Carboanhydrase —_ — e

nach GoEBEL und PUCHTLER
(1954) ; mit und ohne Aceton-
fixierung; Inkubation 1 h

Brevi comunicazioni — Brief Reports

Zeichenerklirung: (+) schwach positiv; + positiv; — negativ;
+ ? hierbei diirfte es sich um eine falsche positive Reaktion durch
unspezifische Esterasen handeln.

chemische und Gewebskontrollen (glatte Muskulatur der
Harnblase, Niere, Skelettmuskulatur) gesichert.

Von den 9 getesteten Enzymen konnten fiinf im UE
nachgewiesen werden. Auffallend ist die bei den verschie-
denen Species weitgehende Ubereinstimmung der enzy-
matischen Reaktionsprodukte von Succinodehydrogenase,
unspezifischer Esterase, saurer Phosphatase und Amylo-
phosphorase. Die geringen Differenzen von Lokalisation
und Intensitit der Reaktionsausfille diirften artspezi-
fischer Natur sein und ihre Ursache in der unterschied-
lichen Reaktion und Osmolaritit des Harns der Versuchs-
tiere haben.

Die mitochondrial gebundene Succinodehydrogenase, die
wir als einen Repridsentanten der Enzymbkette des Zitro-
nensidurecyclus untersuchten, erschien im gesamten UE
gleichmissig schwach positiv. Die unspezifische Esterase
wies in allen untersuchten Fillen cine sehr hohe Aktivitit
auf. Dagegen ergab der Nachweis der unspezifischen sauren
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Phosphatase einen schwicheren Reaktionsausfall. Beim
Kaninchen war dieser noch deutlich positiv und gleich-
maissig iiber das Epithel verteilt. Bei Affe und Ratte liess
das UE nur eine sehr schwache Prizipitation des Blei-
sulfides erkennen. Dieser Befund &dhnelt den Beobach-
tungen GoOLDI1S4,

Lediglich bei dem Nachweis der unspezifischen alka-
lischen Phosphatase (a.P.), die im UE eine besonders hohe
Aktivitit besitzt, treten eindrucksvolle topistische Unter-
schiede des prizipitierten Kobaltsulfides bei den ein-
zelnen Species zutage. Wie schon an mannigfachem Tier-
material nachgewiesen wurde4-%9:10.16.18~20  findet sich
die a.P. vorzugsweise im basalen und intermedifren Zell-
bereich des UE sowie im angrenzenden subepithelialen
Bindegewebe. Diesen Verteilungsmodus konnten auch
wir in der Harnblase des Kaninchens und Meerschwein-
chens feststellen!, Bei zu langer Inkubation (> 30 min)
werden die Kobaltsulfidniederschlige so dicht, dass
Epithel- und Bindegewebsstrukturen kaum mehr vonein-
ander abgrenzbar sind. Die superfizialen Epithelzellen
zeigen keine Aktivitit. Bei der Ratte fillt die Reaktion
insgesamt schwiicher aus, das Reaktionsprodukt bleibt
auf die basalen zwei Drittel des Epithels beschrdankt und
bezieht nur die Wandungen der subepithelialen Kapil-
laren ein,

Die Harnblase des Affen zeigt nun ein vollig anderes
Bild der a. P.: ihre Aktivitit ist im Harnepithel selbst und
im Propriabindegewebe nur gering, dagegen lassen die
subepithelialen Kapillaren und die Wandungen grésserer
Blutgefiisse eine sehr hohe Aktivitit erkennen. Das gleiche
gilt fiir isolierte Ziige glatter Muskulatur, die sich aus der
Muskelwand der Harnblase l0sen, nahe an das Epithel
heranzichen und als Muscularis mucosae bezeichnet
werden konnten. Diese nur bei Macaca irus beobachteten
Muskelziige sind von den Kobaltsulfidniederschligen tief
geschwirzt, wahrend die iibrige Wandmuskulatur der
Harnblase keine Enzymaktivitidt nachweisen ldsst.

Nach G6Lp14 soll die a.P. des UE an allen Phosphory-
lierungs- und Dephosphorylierungsvorgdngen teilhaben
und die ndchste Verwandtschaft mit der a.P. des Kno-
chens besitzen, womit ein Hinweis auf die bekannte Ossi-
fikationspotenz der transplantierten Harnblasenschleim-
haut gegeben ist.

Wahrend TAKEUCHI in einer friiheren Arbeit® im UE
keine Aktivitit der Amylophosphorylase antraf, erwihnte
er spiter 22 kurz das Vorkommen der Amylophosphorylase
und der Amylo-1,4-1, 6-transglukosidase in der Schleim-
haut des Ureters und der Harnblase, Im Rahmen unserer
Untersuchungen iiberpriiften wir die widerspriichlichen
Angaben. Dabei erwies sich die Takeuchische Methode der
Joddarstellung des gebildeten Polysaccharides?®-%4 fiir
den Nachweis der Amylophosphorylase von hohem Wert.
Mit diesem Verfahren konnte die synthetische Aktivitit
dieses Enzyms im UE gesichert werden. Nach den mit Jod
resultierenden Farbqualititen zu schliessen, diirfte bei
unvollstindiger Hemmung des ¢branching factor» {(Amylo-
1,45 1,6-trans-glukosidase) durch 20%igen Athanol-
zusatz die Synthese vielfach {iber die blau sich anfirbende
Amylose hinaus bis zu Amylopectin und kleineren Glyko-
geneinheiten gegangen sein. Das zeigten die braunviolet-
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ten, olivbrdunlichen oder olivgriinen Farbttne im UE an,
wihrend die zur Kontrolle synchron-inkubierte Skelett-
muskulatur tiefdunkelblau mit Jod reagierte. Ohne Atha-
nolzusatz verlief die Polysaccharidsynthese bis zu dem
mit Jod mahagonibraun sich anfirbenden Glykogen. Das
Verteilungsmuster des enzymatisch aufgebauten Poly-
saccharides entspricht weitgehend dem natiirlichen Gly-
kogenvorkommen im UE im Sinne einer Zunahme von
der Epithelbasis zur -oberfliche!!,

Die Ergebnisse werden an anderer Stelle ausfiihrlich
dargestellt.

The Biological Activities of Arginine-Vasotocin
Obtained by a New Synthesis

Arginine-vasotocin (= Argt-oxytocin = Ile®-arginine-
vasopressin) was first synthesised in 19581, One year later,
a peptide of this constitution was discovered in the pitui-
tary of some non-mammalian vertebrates®2, As the data
of the literature-* on the biological activities of arginine-
vasotocin do not entirely agree, we have undertaken a new
improved synthesis® of this peptide and examined the
biological properties of the pure synthetic product thereby
obtained.

N-CBO-L-proline was condensed by the mixed an-
hydride procedure with p-nitro-phenyl G-tosyl-L-arginate
and the dipeptide thus obtained was reacted with glycin-
amide, giving N-CBO-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycin-
amide. Removal of the CBO protecting group and con-
densation with N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-5-
benzyl-L-cysteinyl-azide® afforded N-CBO-L-glutaminyl-
L-asparaginyl-5-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-
arginyl-glycinamide. After removal of the CBO protecting
group this hexapeptide was condensed with p-nitro-phenyl
N-tosyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate? to
N -tosyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-
glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-
G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (m.p. 236-238° [«F =
—56° in 95% acetic acid. Analysis calculated for
C, Hy3044N:8,: € 55.3; H 6.1; O 16.6; N 13.6; S 8.3.
Found: C53.1; H6.3; 017.0; N 13.4; S 8.4). Removal of
the protecting groups by treatment with sodium in liguid
ammonia, followed by oxydation with air, purification by
counter-current distribution in the system sec.-butanolf
water/trifluoroacetic acid (120:160:1), conversion in the
acetate form and lyophilisation, afforded homogeneous
arginine-vasotocin. A sample was dried for 8 h at 100° and
gave correct amino acid and elementary analysis (di-
acetate}.

The pharmacological qualities of arginine-vasotocin
obtained by the above described synthesis were investi-
gated in different experimental sets generally adopted in
studies on the biological activities of the neurohypo-
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Summary. Histochemical investigations on enzyme
activities in the transitional epithelium showed positive
reactions with succinic dehydrogenase, esterase, alkaline
phosphatase, acid phosphatase and amylophosphorylase
(incl. branching factor). Negative results were drawn from
cholinesterase, 5'-nucleotidase, glucose-6-phosphatase,
and carbonic anhydrase.

H. Amox und G. PETRY

Anatomisches Institut dev Universitit Marburg an dey Lahn
(Deutschland), 19. Juli 71962,

physial hormones. Three tests were used to demonstrate
and measure effects peculiar to oxytocin. These included
the rat uterus invitro8, the blood pressure of the chicken #10
and the mammary gland of lactating rabbits!*12, Two
tests were used to detect and measure biological activities
characteristic of vasopressin, namely the blood pressure of
rats?® and the diuresis of rats in alcohol anaesthesia4-18,
The Third International Standard for Oxytocic, Vaso-
pressor and Antidiuretic Substances!? served as a reference
standard and the activities were expressed in terms of
International Units per mg.

The values obtained in the present study are summa-
rised in the first line of the Table. The figures given for
another synthetic preparation of this hormone? are shown
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Biological activities of arginine-vasotocin in international units per mg?

Rat uterus Chicken Rabbit Rat Rat
{isolated}) blood pressure mamiary gland blood pressure antidivresis
Our synthetic produect 115415 285 4 40 ca. 210 245415 250 + 35
90 4+ 12 224 - 32 ca. 1656 1983 4 12 167 L 28
Katsovannis and pu VigNeaUD! 75 150 125
HEeLLERr and PICKERING? 40 119 71 71

s The activities printed in normal type refer to lyophilised peptide, those printed in heavy type to the peptide itself (free base, without solvent).



